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Fig. 2 網膜の構造 
(眼科診療クオリファイ 18 













(米国では1位) である (Fig. 3)。 
眼内の血管新生や浮腫を含む 
病態には、血管内皮増殖因子  












Fig. 3 日本の中途失明原因疾患 (2013 年) 
(厚生労働科学研究費補助金難治性疾患克服研
究事業「網膜脈絡膜・視神経萎縮症に関する調
































加齢黄斑変性症は、視機能障害により患者の生活の質 (quality of life: QOL) を
著しく低下させる疾患である。加齢黄斑変性症は、日本においては失明原因第4












































ドリザルなどの従来の大型サル (体重＞2 kg) を用 
いる場合に必要な飼育コスト及び評価薬物量を抑 
えることが可能である。そのため、コモンマーモ 















ケタミン (ketamine) はDaiichi Sankyo Propharma (Tokyo, Japan)、キシラジン 
(xylazine) はBayer Healthcare (Tokyo, Japan)、メデトミジンをKyoritsu Seiyaku 
Corporation, Tokyo, Japan)、10% fluoresceinをAlcon Japan (Tokyo, Japan)、フルオロ
マウントはDiagnostic BioSystems (CA, USA)、生理食塩水はOtsuka Pharmaceutical 
Co., Ltd. (Tokushima, Japan)、オイキット  (EUKITT) はO. Kindler (Freiburg, 
Germany) 、 fluorescein isothiocyanate-dextran (FITC-dextran) は Merck KGaA 
(Darmstadt, Germany)、ミドリン®P点眼液、ヒアレイン®点眼液0.1%はSanten 
Pharmaceutical Co., Ltd. (Osaka, Japan)、パラホルムアルデヒド (paraformaldehyde: 
PFA)、メタノール  (methanol)、polyacrylamide gel (SuperSepTM) はWako Pure 
Chemical Industries (Osaka, Japan)、リン酸水素二ナトリウム・12水和物 (disodium 
hydrogenphosphate 12-water: Na2HPO3・12H2O)、リン酸二水素ナトリウム二水和物 
(sodium dihydrogenphosphate dehydrate: NaH2PO4・2H2O)、ペントバルビタール 
(sodium pentobarbital) は Nacalai Tesque (Kyoto, Japan)、optimum cutting temperature 
(O.C.T.) compoundをSakura Finetechnical Co., Ltd. (Tokyo, Japan)、マスコート付き
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スライドガラスは松波硝子工業  (Osaka, Japan)、DAB Substrate KitはVector 
Laboratories (Burlingame, CA) から購入した。 
0.01Mリン酸緩衝生理食塩水 (phosphate-buffered saline: PBS) は、0.137 M NaCl、





学霊長類研究所繁殖、残りの10頭はCLEA Japan, inc. (Tokyo, Japan) から購入] は、
京都大学霊長類研究所及び岐阜大学生命科学総合研究支援センター動物飼育エ
リアで24～27℃、湿度40～70%の環境で飼育した。実験動物の取り扱いは、
Association for Research in Vision and Ophthalmologyで決められたガイドラインを
遵守して行った。また、実験内容については、京都大学霊長類研究所の2010 Guide 
for Care and Use of Laboratory Primatesに従って、京都大学、岐阜薬科大学及び岐
阜大学動物実験委員会に申請承認された上で実施した。 
 
2-2-2 レーザー誘発脈絡膜血管新生 (choroidal neovascularization: CNV) モデル 
コモンマーモセットは、ケタミン (40 mg/kg, i.m.)、メデトミジン (0.2 mg/kg, 
i.m.)、ペントバルビタール (5 mg/kg, i.p.) により麻酔をかけた。瞳孔は、トロピ
カミド及びフェニレフリン塩酸塩から成るミドリン®P点眼液を用いて散瞳させ
た。散瞳後、黄斑周囲8か所にレーザー照射を行った (532 nm, 100 ms, 50 μm, 





1,500 mWのレーザー照射を行った直後、0.1 mg (10 μL) 硝子体内投与した。 
 





10% fluoresceinを0.5 mL静脈内投与し、Micron III Retinal Imaging Microscope 




Grade 1 = 過蛍光が認められない 
Grade 2 = 漏出は伴わないが過蛍光を認める 




リン含有生理食塩水を0.5 L、続いて4% PFAを0.5 L心臓から両側総頸動脈へ灌流
し、眼球を摘出した。摘出した眼球は、4% PFAで24時間以上固定し、12.5～25%
スクロース溶液で置換し、前眼部を切除した。その後、眼球をO.C.T-compoundに
包埋し凍結ブロックを作製した。解析のため、クライオスタット (Leica, Tokyo, 














作製し−80℃で保存した。解析のため、クライオスタット (Leica, Tokyo, Japan) を
用いて網膜の連続横断切片 (厚さ10 μm) を作製し、マスコート付きスライドガ
ラスの上にのせて−80℃で保存した。 
切片はDAB Substrate Kitを用いてDAB染色を行った。始めに切片を0.01 M PBS
で10分ずつ2回洗浄し、0.3%過酸化水素で内因性ペルオキシダーゼを不活性化し
た。その後、ヤギ血清で30分ブロッキングし、マウス抗CD31抗体 (1:100 dilution; 
Abcam, Cambridge, UK)、抗血管内皮増殖因子 (vascular endothelial growth factor: 
VEGF) 抗体 (Abcam) もしくは抗胎盤増殖因子 (placental growth factor: PlGF) 抗
体 (Abcam) と4℃で一晩反応させた。その後、二次抗体としてビオチン標識ヤギ







2-2-6 光干渉断層像 (optical coherence tomography: OCT) 
レーザー照射21日後 (Day 22)、OCT画像を取得した。先に記載した通り麻酔
と散瞳を行い、乾燥防止のためコンタクトレンズ (度なし; Unicon, Tokyo, Japan) 





脈絡膜新生血管面積の測定は、レーザー照射3週間後 (Day 22) に麻酔下のコ




れた脈絡膜新生血管は、共焦点顕微鏡 (FV10i, Olympus Tokyo, Japan) を用いて







なした。統計学的比較は、SPSSソフト (version 16.0J; IBM SPSS Statistics, IBM 























Fig. 6 Ocular fundus and angiographic images of marmosets immediately after laser irradiation.  
Eight laser spots were applied around the macular hole on the left eye of each animal using the image-
guided laser system (532 nm) attached with Micron III at 650, 1,000, 1,500 and 2,000 mW power 
(duration: 100 ms, spot size: 50 μm). Fluorescein angiograms were taken at 14 days after laser 
irradiation of each laser-treated eye of each marmoset, and late hyperfluorescence and leakage within 































Fig. 7 Histological retinal-cross sections of marmosets at 21 days after laser irradiation. 
Fluorescein angiograms were taken at 14 days after laser irradiation of each laser-treated eye of four 
marmosets. At 21 days after laser irradiation, transverse retinal sections were prepared and stained 
with hematoxylin and eosin. Each number from 1 to 8 in the fluorescein angiograms corresponds to a 
number in the retinal crosssections of the same eyes. CNV was observed in each laser-irradiated lesion 
at 21 days after laser irradiation, and the lesion areas were large depending on laser power. Scale bar 






CD31、血管内皮増殖因子 (vascular endothelial growth factor: VEGF) 及び胎盤増殖
因子 (placental growth factor: PlGF) の発現をレーザー照射21日後に検討した。 
 レーザー照射によって破壊したブルッフ膜の網膜側では、CD31陽性内皮細胞 






















Fig. 8 Expression of CD31, vascular endothelial growth factor (VEGF), and placental growth 
factor (PlGF) in the retina at 21 days after laser irradiation. 
(A) Representative images of neovascularization with CD31-positive endothelial cells (left images) 
and the negative control without primary antibody (right images) in the laser-irradiated lesion of the 
eye. Capillaries (arrow) and macrophages (arrowhead) were observed at the level of the Bruch’s 
membrane. Few capillaries with CD31-positive endothelial cells and macrophages at the inner level 
of the disrupted Bruch’s membrane were observed. (B) Representative images of VEGF-like 
immunoreactivity in the laser-irradiated lesion and non-irradiated retina of the eye. VEGF-like 
immunoreactivity was increased not only around the capillaries and macrophages but also across all 
retinal regions in the laser-irradiated lesion compared with the non-irradiated retina. (C) 
Representative images of PlGF-like immunoreactivity in the laserirradiated lesion and non-irradiated 
retina of the eye. PlGF-like immunoreactivity was ubiquitously expressed in the non-lesion area and 











膜新生血管を撮影し面積を定量した (Figs. 9A, B)。本検討は、コモンマーモセッ
ト4頭に片眼8か所レーザー照射を行い、照射を失敗した3スポットを除く29レー
ザースポットで評価した。平均脈絡膜新生血管面積は1.34 ± 0.49 × 105 μm2 (平均 













Fig. 9 Quantification of the CNV area measured on the RPE–choroidal flatmounts at 21 days 
after laser irradiation.  
(A) A representative fluorescein image of CNV on the RPE–choroidal flatmounts. (B) Quantification 
of the CNV area measured on the RPE–choroidal flatmounts of four laser-treated eyes. Data are 







 レーザー誘発脈絡膜新生血管の光干渉断層像 (OCT) 画像をレーザー照射21
日後の蛍光眼底造影後に撮影した。OCT画像 (Fig. 10A) は、眼底画像 (Fig. 10B) 
の赤矢印部分に位置する網膜の断層像である。眼底画像の赤矢印下に位置する3
つの照射部位 (Fig. 19B黄色矢印) において、脈絡膜新生血管 (Fig. 10A青矢印) 
が形成されていることを明らかにした。さらに、レーザー照射部位を立体的に表
示し観察することに成功した (Fig. 10C)。 
Fig. 10 Representative images in laser-induced neovascularization using SD-OCT. 
At 21 days after laser irradiation at 1,500 mW, OCT images were obtained by using SD-OCT under 
deep anesthesia. (A) 2D retinal transverse image, (B) Scanning laser ophthalmoscopy, (C) 3D 
reconstruction image was obtained from sequential retinal transverse images. The 2D retinal transverse 
image in A was obtained from the red line in B, and this image showed a disruption of the highly 
reflective layer that corresponded to the RPE and a sub-retinal hyperreflective material regarded as 
CNV above the RPE layer. Blue and yellow allows (in A and B) indicarte laser irradiation site, and 









投与は、血管外漏出を有意に抑制し (Figs. 11A, B)、脈絡膜新生血管を有意に抑












Fig. 11 Intravitreal administration of ranibizumab reduced CNV size in common marmosets 
(A) Fluorescein angiogram of eye fundus were obtained at Day 21, respectively. (B) The graph 
represents the ratio of FFA grade (%). Data are presented as means ± SEM (n = 32 laser spots). #P < 
0.05 vs. vehicle-treated group (Mann–Whitney U test). (C) Representative confocal microscopy 
images of CNV. Scale bar represents 100 µm. (D) Quantification of CNV area. Data are presented as 
means ± SEM (vehicle, n = 4 eyes, 31 laser spots; ranibizumab, n = 4 eyes, 28 laser spots). ##P < 0.05 




































比例していた (Figs. 6, 7, and 10)。なかでも出力1,500及び2,000 mWの照射条件で
は、網膜下や網膜外層に毛細血管やマクロファージ、増殖網膜色素上皮細胞が安






































体ranibizumab (Lucentis○R ) は、0.5 mg (50 μL) 硝子体内投与されており、脈絡膜血
管新生を有意に抑制している。臨床において、ヒト硝子体液量約4 mLに対し
Lucentis○Rは約1/25に相当する50 μL (0.5 mg) 投与されている。本検討においても、









































ることからも活性酸素種 (reactive oxygen species: ROS) が産生されやすい環境
である (40, 41)。そこで加齢により抗酸化能が減少するとROSが増加し、酸化ス
トレスが生じる。実際に、加齢により抗酸化能を有するカロテノイド (42) やグ
ルタチオンSトランスフェラーゼ (43)、ビタミンE (44) が減少していること、リ
ポフスチン (網膜色素上皮が視細胞外節を定常的に貪食処理する過程で生じる
加齢性の副産物) の沈着 (45, 46)、ミトコンドリアDNAダメージ (47, 48) や過剰









つである4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE) もVEGF分泌を増加させる (57)。加齢黄斑
変性症の進行予防という観点から、サプリメントの効果を検討したAge-Related 



















細胞死や、in vivo N-methyl-D-aspartate 網膜障害 (68) 及び光による視細胞変性 
(69) に対するエダラボンの保護作用も報告されている。 
強力な抗酸化剤N-acetylcysteineが滲出型加齢黄斑変性症モデルであるレーザ
Fig. 12 エダラボンの構造及び簡略した反応図 

















イシン  (streptomycin) はMeiji Seika (Tokyo, Japan)、 polyvinylidene difluoride 
membrane (PVDF, Immobilom)、protease inhibitor cocktail、phosphatase inhibitor 
cocktail II、phosphatase inhibitor cocktail III、Igepal CA-630、trypsin、Dulbecco's 
Modified Eagle's Medium (DMEM)/Ham's F-12はMerck KGaA (Darmstadt, Germany)、
polyacrylamide gel (SuperSepTM)、サンプルバッファー  [sample buffer solution 
(2ME+)(x4)] 、 ImmunoStar®LD 、デオキシコール酸ナトリウム  (sodium 
deoxycholate)、ドデシル硫酸ナトリウム (sodium dodecyl sulfate: SDS)、塩化カリ
ウム (potassium chloride: KCl)、エダラボン (3-methyl-1-phenyl-2-pyrazoline-5-one) 
をはWako Pure Chemical Industries (Osaka, Japan)、BCA protein assay kit、Hoechst 
33342、propidium iodide (PI)、CMH2DCFDA はThermo Fisher Sientific (Waltham, MA, 
USA)、Tris-HCl (pH 8.0)、Blocking One-P は Nacalai Tesque (Kyoto, Japan)、human 
recombinant VEGFをR&D Systems, Inc. (Minneapolis, MN, USA)、Cell Counting Kit-
8をDojindo laboratories (Kumamoto, Japan)、ヒト網膜上皮細胞  (ARPE-19) を
American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA) から購入した。RIPA buffer
 26 
 
は、50 mM Tris -HCl (pH 8.0)、150 mM NaCl、0.5% デオキシコール酸ナトリウ




8週齢の体重20~30g雄性C57BL/6Jマウス (Japan SLC, Hamamatsu, Japan) 及び1
～2歳齢の体重270～450g雄性コモンマーモセット (CLEA Japan, Tokyo, Japan) 
(Fig. 5) を用いた。動物は12時間/12時間の明暗サイクルのもと、自由給水下に固
形飼料 (CE-2またはCMS-1M: CLEA Japan, Tokyo, Japan) を与えた。 
コモンマーモセットは、岐阜大学生命科学総合研究支援センターの中動物飼
育エリアで24～27℃、湿度40～70%の環境で飼育した。実験動物の取り扱いは、
Association for Research in Vision and Ophthalmologyで決められたガイドラインを
遵守して行った。また実験内容については、京都大学霊長類研究所の2010 Guide 
for Care and Use of Laboratory Primatesに従って、岐阜薬科大学及び岐阜大学動物
実験委員会に申請承認された上で実施した。 
 
2-2-2 レーザー誘発脈絡膜血管新生 (choroidal neovascularization: CNV) モデル 




血管を避けて視神経周囲6か所にレーザー照射を行った (647 nm, 120 mW, 100 
ms, 50 μm; MC500, NIDEC, Aichi, Japan)。その後、Micron III Retinal Imaging 






か所にレーザー照射を行った (532 nm, 1500 mW, 100 ms, 50 μm; MERILAS 532a; 
MERIDIAN AG, Thun, Switzerland)。 
 
2-2-3 薬物の調整及び処置 
エダラボン (5-mathyl-2-phenyl-2,4-dihydro-3-H-pyrazol-3-one) は、in vivoの検討




照射後から1日2回2週間の腹腔内投与 (0.3～3 mg/kg) もしくはレーザー照射直






μM (DMSO終濃度は0.1%未満) となるように培地で希釈し添加した。 
 
2-2-4 蛍光眼底造影 (fluorescein fundus angiography: FFA) 
血管外漏出を比較するために脈絡膜血管新生モデルにおいてFFA解析を行っ






Micron III Retinal Imaging Microscopeを用いて1分後の眼底を撮影した。 
コモンマーモセットの場合は、第1章、第2節2-3と同様に行った。レーザー照







Grade 1 = 過蛍光が認められない 
Grade 2 = 漏出は伴わないが過蛍光を認める 
Grade 3 = 中程度の漏出と過蛍光を認める 
Grade 4 = 明るい過蛍光と過度の漏出を認める 
 
【コモンマーモセットの場合】 
Grade 1 = 過蛍光が認められない 
Grade 2 = 漏出は伴わないが過蛍光を認める 
Grade 3 = 明るい過蛍光と過度の漏出を認める 
 





った後、乾燥防止のためコンタクトレンズ (度なし; Unicon, Tokyo, Japan) を装




脈絡膜新生血管面積の測定は、マウスの場合、レーザー照射2週間後 (Day 15) 
に麻酔下で20 mg/mL fluorescein isothiocyanate (FITC)-dextran (MW 2,000 kDa) 含
有PBS溶液を0.5 mL尾静脈内投与し、眼球を摘出した。コモンマーモセットの場




きた脈絡膜新生血管は、共焦点顕微鏡 (FV10i, Olympus Tokyo, Japan) を用いて












で凍らせた。網膜はRIPA buffer (1% protease inhibitor cocktail、1% phosphate 
inhibitor cocktail Ⅱ、1% phosphate inhibitor cocktail Ⅲ含有) 内でホモジナイズし、
12,000 × gで20分遠心後の上清をタンパク質抽出液とした。レーザー照射により
眼底出血したサンプルは除外した。 




クローナル抗体 (1:500 dilution; JaICA, Shizuoka, Japan) 及びマウス抗β-actin抗体 
(1:10,000 dilution; Merck KGaA) とともに4℃で一晩反応させた。本研究で用いた
マウス抗4-HNEモノクローナル抗体は、4-HNEヒスチジン、4-HNEリジン、4-HNE
システイン付加体に反応するが、なかでも4-HNEヒスチジンに対して最も高い親
和性を有する。二次抗体として、HRP標識ヤギ抗マウス抗体 (1:2,000; Thermo 
Fisher Scientific) と1時間反応させた。タンパク質バンドはImmunoStar®LDで可視




初代ヒト網膜毛細血管内皮細胞 (HRMECs) はDS Pharma Biomedical (Osaka, 
Japan) から購入し、10% FBSを含むがホルモンや抗生物質、フェノールレッドを
含まないCell Systems Corporation (CSC) complete recombinant mediumに、成長因子
culture boost growth factor (DS Pharma Biomedical)、100 U/mL ペニシリン (Meiji 
Seika, Tokyo, Japan)、100 μg/mL ストレプトマイシン (Meiji Seika)を添加して培














10% FBS含有培地を用いて、AERPE-19細胞もしくはHRMECsを2.0 × 103 細胞
/ウェルの密度で96ウェルプレートに播種し培養した。その後、1% FBS含有培地
に交換しさらに24時間培養した。エダラボンは終濃度10～100 μMとなるように
に添加し、エダラボン添加1時間後にH2O2 (終濃度1.5 mM) もしくはVEGF (終濃
度10 ng/mL) を添加した。H2O2もしくはVEGF添加4時間後、10 μLの5-(and-6)-
chloromethyl-2’, 7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate, acetyl ester (CMH2DCFDA) 
を添加し、37℃で1時間培養後、マイクロプレートリーダー (Varioskan Flash 2.4, 
ThermoFisher Scientific,Waltham, MA, USA) を用いて波長485 nm及び535 nmを測
定した。この試薬は過酸化水素、ヒドロキシラジカル、ペルオキシ亜硝酸といっ
たROSを検出することが可能である。蛍光強度を細胞数で補正するため、全細胞











生細胞数はWST-8アッセイ (Cell Counting Kit-8) により決定した。WST-8は細
胞外に留まり、生細胞が有する乳酸脱水素酵素の補酵素であるNADHから電子伝
達物質 (1-methoxy PMS) を介して電子を受け取ることで還元され、水溶性の
WST-8ホルマザン (極大吸収波長450 nm) を生成し橙色を呈する。細胞増殖前後
3時間の450及び650 nmの吸光度をマイクロプレートリーダー (Varioskan Flash 




データは平均 ± 標準誤差で表した。統計学的解析はthe Statistical Package for 
the Social Sciences 15.0J for Windows software (SPSS Japan Inc., Tokyo, Japan) を用














漏出が認められた (Figs. 13A, B)。エダラボン処置群において平均FFAグレード











Fig. 13 Intraperitoneal administration of edaravone reduced CNV size in mice  
(A) Bright-field photograph and fluorescein angiogram of eye fundus were obtained at Day 1 and Day 
15, respectively. Numbers in fundus fluorescein angiogram are the grade of vascular leakage. (B) The 
graph represents FFA grade scores of each laser spot (black dots) and average FFA grade score (red 
line) (vehicle, n = 13, 79 laser spots; 0.3 mg/kg, n = 15, 77 laser spots; 1.0 mg/kg, n = 11, 66 laser 
spots; 3.0 mg/kg, n = 13, 75 laser spots). ††P < 0.01 vs. vehicle-treated group (Mann–Whitney U test). 
(C) Representative confocal microscopy images of CNV. Scale bar represents 100 µm. (D) 
Quantification of CNV area. Data are presented as means ± SEM (n = 12 eyes, 72 laser spots in each 









と同様、エダラボン処置群において平均FFAグレード (Figs. 14A, B) と平均脈絡




































Fig. 14 Intravenously administration of edaravone reduced CNV size in mice 
(A) Bright-field photograph and fluorescein angiogram of eye fundus were obtained at Day 1 and Day 
15, respectively. Numbers in fundus fluorescein angiogram are the grade of vascular leakage. (B) The 
graph represents FFA grade scores of each laser spot (black dots) and average FFA grade score (red 
line) (vehicle, n = 9, 46 laser spots; 3.0 mg/kg, n = 9, 48 laser spots; 10 mg/kg, n = 10, 52 laser spots). 
†P < 0.05 vs. vehicle-treated group (Mann–Whitney U test). (C) Representative confocal microscopy 
images of CNV. Scale bar represents 100 µm. (D) Quantification of CNV area. Data are presented as 
means ± SEM (vehicle, n = 9, 54 laser spots; 3.0 mg/kg, n = 7, 42 laser spots; 10 mg/kg, n = 9, 54 
laser spots). *P < 0.05, **P < 0.01 vs. vehicle-treated group (Dunnett’s test). Quantification of CNV 
area in mice receiving edaravone (E) 0–24 h after laser photocoagulation and (F) 24–72 h after laser 
photocoagulation. Experiments shown in (E) and (F) were performed separately. (E) Data are 
presented as means ± SEM (vehicle, n = 9 eyes, 50 laser spots; 0 h, n = 9 eyes, 49 laser spots; 3 h, n = 
9 eyes, 51 laser spots; 24 h, n = 9 eyes, 52 laser spots). (F) Data are presented as means ± SEM (Vehicle, 
n = 9 eyes, 53 laser spots; 24 h, n = 10 eyes, 59 laser spots; 48 h, n = 10 eyes, 56 laser spots; 72 h, n = 











間後にピークに達した (Figs. 15A, B)。過剰なROS産生は脂質過酸化物4-HNEの
産生より前に起こると予測されるため、レーザー照射直後に3.0 mg/kgエダラボ
ン単回静脈内投与を行ったところ、25 kDaの4-HNE修飾タンパク質発現は有意に











Fig. 15 Edaravone reduced laser-induced oxidative stress in the mouse choroid 
(A) Western blot images of 4-HNE modified protein expression in the mouse choroid 1, 3, 6 and 12 h 
after laser photocoagulation. N, normal (without laser photocoagulation). (B) Quantitative analysis of 
western blot bands. Data are presented as means ± SEM (n = 9–10 at each time point). #P < 0.05 vs. 
normal group (Student’s t-test). (C) Western blot images of 4-HNE modified protein expression in the 
mouse choroid 3 h after laser photocoagulation. N, normal (without laser photocoagulation), V, vehicle, 
E, edaravone. (D) Quantitative analysis of western blot bands. Data are presented as means ± SEM (n 
























Fig. 16 Edaravone inhibited H2O2-induced and VEGF-induced ROS production 
(A) The graph shows intracellular ROS in ARPE-19 cells. Data are presented as means ± SEM (n = 
6) and each value was corrected by viable cell number. ##P < 0.01 vs. control group (Student’s t-test). 
**P < 0.01 vs. vehicle-treated group (Dunnett’s test). (B) The graph shows intracellular ROS in 
HRMECs. Data are presented as means ± SEM (n = 5, 6). ##P < 0.01 vs. control group, *P < 0.05 vs. 





















Fig. 17 Edaravone inhibited VEGF-induced cell proliferation 
The graph shows cell proliferation in HRMECs. Data are presented as means ± SEM (n = 6). ##P < 
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Fig. 18 Intravenous administration of edaravone reduced CNV size in common marmosets. 
(A) Bright-field photograph and fluorescein angiogram of eye fundus were obtained at Day 1 and Day 
21, respectively. Numbers in fundus fluorescein angiogram are the grade of vascular leakage. (B) The 
graph represents FFA grade scores of each laser spot (black dots) and average FFA grade score (red 
line) (vehicle, n = 5 eyes, 40 laser spots; 3.0 mg/kg, n = 5 eyes, 40 laser spots). ††P < 0.01 vs. vehicle-
treated group (Mann–Whitney U test). (C) Representative confocal microscopy images of CNV. Scale 
bar represents 100 µm. (D) Quantification of CNV area. Data are presented as means ± SEM (vehicle, 
n = 5 eyes, 40 laser spots; 3.0 mg/kg, n = 5 eyes, 38 laser spots). *P < 0.05 vs. vehicle-treated group 
(Student’s t-test). (E) (a, b) 3D and (c, d) 2D optical coherence tomography images at laser spots were 































本研究では、レーザー照射後2週間1日2回のエダラボン1 mg/kg腹腔内投与 (Fig. 
13) もしくはレーザー照射24時間後までのエダラボン3 mg/kg単回静脈内投与 
(Fig. 14) は、マウス脈絡膜新生血管のサイズを減少させ血管外漏出を抑制した。
以上の結果から、脈絡膜血管新生過程にROSが重要な役割を担っていることが






















































ると、エダラボン3 mg/kg単回静脈内投与は、マウスモデルの場合0.62 ×104 μm2 
(vehicleの27%)、コモンマーモセットモデルの場合2.1 ×104 μm2 (vehicleの13.1%) 
脈絡膜血管新生を抑制している。この差は、マウスモデル (120 mW) とコモン





















































ろがこのような網膜の虚血状態が続くと、血管内皮増殖因子  (Vascular 
Endothelial Growth Factor: VEGF) が増加し網膜血管新生が起こる (93, 94)。その
新生血管が硝子体で出血すると、飛蚊症や著しい視力低下を引き起こす。また、
線維性の増殖膜により硝子体と網膜が癒着すると、増殖膜が収縮した際に網膜


















が実施したThe Diabetes Control and Complications Trial/Epidemiology of Diabetes 





































(Valérie Leduc et al., Int J 
Alzheimers Dis, 2011 改変) 
 
Fig. 21 中枢神経における主な ApoE 受容体  










ており、異なる反応を示す (115, 116)。例えば、アミロイドβ (Aβ) 前駆蛋白質の
転写とAβの分泌能力はアイソフォーム間で異なっており (117) 、アルツハイマ














第1章及び第2章の第2節2-1実験材料に加えて、Human Apolipoprotein E/ApoE 
Fig. 22 ApoE の構造及びアイソフォームの特徴 
(Liu CC et al., Nat Rev Neurol., 2013) 
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Quantikine ELISA Kit (DAPE00)、Human VEGF Quantikine ELISA Kit (DVE00) を
R&D Systems, Inc. (Minneapolis, MN, USA)、ヒト組換えタンパクアポリポ蛋白質
E (ApoE) 2、ApoE3、ApoE4をPerotech, Inc. (Rocky Hill, NJ, USA)、eNOS阻害薬NG-
nitro-L-arginine methyl ester, hydrochloride (L-NAME) を Dojindo laboratories 




8週齢の体重20～30g雌雄C57BL/6Jマウス (Japan SLC、Hamamatsu、Shizuoka, 
Japan) を用いた。マウスは12時間/12時間の明暗サイクルのもと、自由給水下に
固形飼料 (CE-2: CLEA Japan, Tokyo, Japan) を与えた。実験動物の取り扱いは、







的と手法を説明し、全被験者から同意を取得した。被験者 [黄斑円孔 (macular 
hole: MH) 40名、糖尿病黄斑浮腫 (diabetic macular edema: DME) 8名、増殖糖尿病






研究では、PDR患者39名を抗VEGF治療 (bevacizumab硝子体内投与) あり群 (15
名) と治療なし群 (24名) に分けて評価した。採取した硝子体サンプルは、15,000 
× g、4℃で10分間遠心後、上清のみを−80℃で保存した。詳細な患者情報 (年齢、
性別、LDLレベル、HDLレベル) はTable 1に示した。 
 









*Comparison of three or four groups. ANOVA was performed, and **for post-hoc comparisons, Tukey 
tests were performed. #There is a significant difference between PDR (IVB+) group and other groups. 
$There is a significant difference between DME group and PDR (IVB-) groups. SD: standard deviation 
 
2-2-3 酵素結合免疫吸着アッセイ (enzyme-linked immuno sorbent assay: ELISA) 
本アッセイは、10、50、100倍に希釈した硝子体液サンプルを用いて実施した。
ApoE濃度はHuman Apolipoprotein E/ApoE Quantikine ELISA Kit (DAPE00; R&D 
Systems, Inc., Boston, MA, USA)、VEGFはHuman VEGF Quantikine ELISA Kit 





その後、各ウェルを4回洗浄し、西洋わさびペルオキシダーゼ  (horseradish 
peroxidase: HRP) 標識モノクローナル抗ApoE抗体液を加え、室温で1時間振とう
させた。再び洗浄し、基質液を加え室温で30分反応させた。最後に反応停止液を
添加し、30分以内にマイクロプレートリーダー  (Varioskan Flash 2.4; Thermo 










ルプレートに2.0 × 103細胞/ウェルの密度で播種し、37℃、5% CO2環境で24時間
培養した。その後、成長因子を除いた10% FBS含有CSC medium (DS Pharma 
Biomedical) に培地交換し、さらに24時間培養した。アポリポ蛋白質E (ApoE) 2、
ApoE3、ApoE4ヒト組換えタンパク質 (Perotech, Inc., Rocky Hill, NJ, USA) を用い
て、それぞれ終濃度0.03～3 μMとなるように添加した。一酸化窒素合成酵素eNOS








達物質 (1-methoxy PMS) を介して電子を受け取ることで還元され、水溶性の
WST-8ホルマザン (極大吸収波長450 nm) を生成し橙色を呈する。細胞増殖前後
3時間の450及び650 nmの吸光度をマイクロプレートリーダー (Varioskan Flash 




0.03% コラーゲンコート処理した12ウェルプレートにHRMECsを4.0 × 104細
胞/ウェルの密度で播種し、37℃、5 % CO2環境で24時間培養した。1% FBS含有











2-2-7 高酸素誘発網膜症 (oxygen-induced retinopathy: OIR) モデル 
購入したマウスを交配させ、生まれた生後7日の新生仔マウスと母親マウスを
75% O2環境下で5日間飼育した。酸素濃度はコントローラー  (PRO-OX 110; 
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る麻酔後、20.0 mg/mL fluorescein isothiocyanate (FITC)-dextran (MW 2,000 kD) 含
有PBS溶液を左心室から1 mL投与し灌流した。灌流後、眼を摘出し、4%パラホ
ルムアルデヒド (PFA) で8時間固定した。その後、角膜やレンズを取り除き網膜
を単離した。単離した網膜はフルオロマウント  (Diagnostic Bio Systems, 
Pleasanton, CA, USA) を用いて伸展標本を作製した。 
網膜伸展標本の全体像は、蛍光顕微鏡  (BX-50: OLYMPUS) とMetaMorph 
Microscopy Automation and Image Analysis Systems (Universal Imaging Corp., 
Downingtown, PA, USA) を用いて撮影した。取得した画像とMetaMorph 内の
Angiogenesis Tube Formation moduleを用いて、網膜の異常血管数 (nodes) と異常








切片はPBSで10分ずつ2回洗浄し、M.O.M. IgG blocking reagentで1時間ブロッキ
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ングし、マウス抗CD31抗体 (1:500 dilution; AnaSpec, Inc., San Jose, CA, USA) は
4℃で一晩反応させた。その後再びブロッキングを行い、ラビット抗ApoE抗体 
(1:100 dilution; Bioworld Technology, St. Louis Park, MN, USA) を4℃で一晩反応さ
せた。二次抗体としてAlexa Fluor® 546標識ヤギ抗マウス抗体 (1:2,000; Thermo 
Fisher Scientific) 及びAlexa Fluor® 488標識ヤギ抗ラビット抗体 (1:2,000; Thermo 
Fisher Scientific) を室温で1時間ずつ反応させた。最後にHoechst 33342 (1:2,000) 
を30分間反応させ核染色を行った。 







網膜を液体窒素で速やかに冷凍した。網膜はRIPA buffer (1% protease inhibitor 
cocktail、1% phosphate inhibitor cocktail Ⅱ、1% phosphate inhibitor cocktail Ⅲ含有) 
内でホモジナイズし、12,000 × gで20分間遠心後の上清をタンパク抽出液とした。
HRMECsにおけるApoE受容体ApoER2の発現を検討するため、HRMECsを12ウェ
ルプレートに4 × 104 細胞/ウェルの密度で播種し、24時間培養後に1% FBS含有
CSC mediumに培地交換し、さらに6時間培養した細胞をRIPA buffer (1% protease 
inhibitor cocktail、1% phosphate inhibitor cocktail Ⅱ、1% phosphate inhibitor cocktail 
Ⅲ含有) で溶解した。上述同様、12,000 × gで20分間遠心後の上清をタンパク抽
出液とした。各タンパク質濃度は、BSAとBCA protein assay kitを用いて測定した。





ポリクローナル抗体 (1:1,000 dilution)、ラビット抗ApoER2抗体 (1: 1,000, Abcam, 
Cambridge, UK)、マウス抗β-actin抗体 (1:10,000 dilution; Merck KGaA) に浸し、
4℃で一晩反応させた。二次抗体として、HRP標識ヤギ抗ラビット抗体もしくは
マウス抗体 (1:2,000; Thermo Fisher Scientific) を用いた。タンパク質バンドは
ImmunoStar®LDで可視化し、LAS-4000 mini (Fujifilm, Tokyo, Japan) で撮影し、付
属のLumino Imaging Analyzerで定量した。 
 
2-2-11 免疫細胞化学 
ApoE受容体の1つであるApoE receptor 2 (ApoER2) の細胞局在を免疫細胞化学
的手法によって検討した。すなわち、ガラスチャンバースライド (Laboratory-
Tek; Life Technologies, Gaithersburg, MD, USA) にHRMECsを1.0 × 104 cells/wellの
密度で播種し、37°C、5% CO2環境で24時間培養した。その後、10% FBS含有CSC 
medium (DS Pharma Biomedical) に培地交換し、24時間培養した。つぎにPBSで2
回洗浄後、4% PFAに15分浸け固定した。3%ヤギ血清を用いて30分ブロッキング
後、一次抗体のラビット抗ApoER2抗体 (ab108208, 1: 250, Abcam) とともに4℃
で一晩反応させた。洗浄後、二次抗体であるAlexa Fluor® 488標識ヤギ抗ラビッ
ト IgG (Thermo Fisher Scientific) を1時間室温で反応させた後、Hoechst 33342 
(Thermo Fisher Scientific) と30分間反応させた。最後にフルオロマウントで封入






なした。統計学的比較は、SPSSソフト (version 16.0J; IBM SPSS Statistics, IBM 
Corporation, Chicago, IL, USA) を用いてStudent’s t-test、Dunnett’s testまたはMann-





























濃度であった (Figs. 23A, B)。Bevacizumab硝子体内投与患者の硝子体液では、
VEGF濃度が有意に低下していたが、ApoE濃度は明らかな変化が認められなか
った (Fig. 23A, B)。全患者間の相関性を評価すると、ApoE及びVEGF濃度に有意
な正の相関が認められ (Fig. 23C, ρ = 0.530, P < 0.001; Spearman's rank correlation 
coefficient)、y軸をApoE濃度 (ng/mL) の対数、x軸をVEGF濃度 (pg/mL) の対数























Fig. 23 Concentrations of ApoE and vascular endothelial growth factor (VEGF) in the vitreous 
humor of patients with a macular hole (MH), diabetic macular edema (DME), and proliferative 
diabetic retinopathy (PDR). 
(A and B) Concentrations of ApoE and VEGF in vitreous humor of patients with MH, DME, and PDR. 
The PDR samples for eyes that were treated with or without intravitreal injection of bevacizumab were 
analyzed separately. (C) Relationship between VEGF to ApoE in eyes of all patients. The relationship 
between ApoE and VEGF can be described by the equation, y = 0.3052x + 2.7132 in which y is the 
logarithms level of ApoE in ng/mL and x is the logarithms level of VEGF in pg/mL. Data are shown 
as the means ± standard error of the means (SEMs) [MH, n = 40; DME, n = 8; PDR (IVB-), n = 24; 
PDR (IVB+), n = 15]. *P <0.05, **P <0.01 vs. MH, #P <0.05 vs. DME, $$P <0.01, N.S. vs. PDR (IVB-) 
(Mann-Whitney U-test with Bonferroni correction). MH, macular hole; DME, diabetic macular 
edema; PDR (IVB-), proliferative diabetic retinopathy without intravitreal injection of bevacizumab 







胞 (HRMECs) の増殖を有意に促進した (Figs. 24A, B)。一方、ApoE4は、単独で
HRMECs増殖を有意に抑制し、VEGFに対して明らかな作用を示さなかった (Fig. 
24C)。ApoE2及びApoE3で認められた内皮細胞増殖促進作用は、一酸化窒素合成
素endothelial nitric oxide synthase (eNOS) 阻害薬L-NAMEによって部分的に抑制




























Fig. 24 Effects of ApoE on VEGF-induced cell proliferation. 
The effects of ApoE2 (A), ApoE3 (B), and ApoE4 (C) on VEGF-induced proliferation of human 
retinal microvascular endothelial cells (HRMECs) are shown. Data are the means ± SEM (n = 6). **P 
<0.01 vs. control (Student’s t-test); **P <0.01 vs. control group (Student’s t-test); ##P <0.01 vs. vehicle-
treated group (Dunnett's test); $P <0.05, $$P <0.01 vs. control group (Dunnett's test). The effects of 
eNOS inhibitor L-NAME on (D) ApoE2- and (E) ApoE3-induced proliferation of HRMECs are shown. 
Data are the means ± SEM (n = 6). **P <0.01 vs. control (ApoE-/L-NAME-, Student’s t-test); #P <0.05 


































Fig. 25 Effects of ApoE on VEGF-induced cell migration 
The effects of ApoE2 (A), ApoE3 (B), and ApoE4 (C) on the VEGF-induced migration of HRMECs. 
Representative images are shown in A (a), B (a), C (a). Scale bar represents 100 μm. The values are 
the means ± SEM (n = 6). **P <0.01 vs. control (Student’s t-test); **P <0.01 vs. control group 

































Fig. 26 Expression and localization of ApoE in retinas of normal and OIR mice. 
(A) Photomicrographs of immunostained retinas of normal and OIR mice groups are shown. Areas 
indicated by white arrows are magnified at the bottom right. Hoechst33342, cyan; ApoE, green; CD31, 
red. (B) Western blots of retina of ApoE on normal and OIR retinas. Western bands images and the 
quantified results are shown; a), b), at P12; c), d), at P14; e), f), at P17. Data are the means ± SEM 
(P12, n = 6; P14, n = 6; P17, Normal, n = 8; OIR, n = 9). *P <0.05 vs. normal group (Student’s t-tests). 
















































Fig. 27 Effects of ApoE on retinal neovascularization in oxygen-induced retinopathy (OIR) mice. 
Photomicrographs of flat-mounted retinas obtained on P17 from vehicle- and ApoE2-treated groups 
are shown in A(a) and A(e), respectively. Magnified images are shown in A(c) and A(g) and the 
analyzed images are shown in A(b), A(d), A(f) and A(h). The flat-mounted retinas obtained on P17 in 
vehicle- and ApoE3-treated groups are shown in B(a) and B(e), respectively. The magnified images 
are shown in B(c) and B(g) and the analyzed images are shown in B(b), B(d), B(f) and B(h). Greenish 
areas in the analyzed images represent the node regions which are indices of pathological 
neovascularization. The quantified results of the number and size of the area of the nodes are shown 
in C and D. Data are the means ± SEM (C, n = 5; D, n = 8). *P <0.05 vs. vehicle-treated group 
(Student’s t-tests). Scale bar = 250 and 500 μm. 
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3-6 ヒト網膜毛細血管内皮細胞 (HRMECs) におけるApoE受容体ApoER2の 
発現 
HRMECsにおいて、ApoER2のタンパク質バンドが100 kDaに検出され (Fig. 







Fig. 28 The expression and localization of ApoER2 in HRMECs 
(A) The expression and localization of ApoER2 in HRMECs in the culture are shown. Three western 
bands of ApoER2 and β-actin in HRMECs were detected at about 100 kDa and 42 kDa, respectively. 
(B) The expression of ApoER2 was detected widely in HRMECs. Scale bar = 10 μm, Hoechst33342 




































































と、eNOS阻害薬NG-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) がApoE3誘発細胞遊走
を抑制すること、ApoE4はApoE3によるeNOS活性化や内皮細胞の遊走促進を阻
害することが示された (127)。また、ApoE2及びApoE3によるNO産生増加は、ヒ
ト臍帯静脈血管内皮細胞 (human umbilical vein endothelial cells: HUVECsやEA. 
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AMD  age-related macular degeneration 
ApoE  apolipoprotein E 
BRB  blood-retinal barrior 
CNV  choroidal neovascularization 
CSC  cell systems corporation 
ELISA  enzyme-linked immuno sorbent assay 
eNOS  endothelial nitric oxide synthase 
FFA  fluorescein fundus angiography 
FITC  fluorescein isothiocyanate 
HRMEC human microvascular endothelial cell 
HDL  high-density lipoprotein 
HIF  hypoxia inducible factor 
HUVEC human umbilical vein endothelial cell 
LDL  low-density lipoprotein 
L-NAME NG-Nitro-L-arginine methyl ester, hydrochloride 
MCP-1  monocyte chemotactic protein-1 
NADPH nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
NO  nitric oxide 
OCT  optical coherence tomography 
OIR  oxygen-induced retinopathy 
QOL  quality of life 
ROS  reactive oxygen species 
RPE  retinal pigment epithelium 
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SRB1  scavenger receptor class B type 1 
PI3K  phosphoinositide 3-kinase 
VEGF  vascular endothelial growth factor 
4HNE  4-hydroxy-2-nonenal 
